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分 枝 杆菌 细胞 裂解 液 俊 化 举人 体 激 素 Co fL RE 
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摘要 9B,11B- 环 气 -170,21- 二 羟基 -16B- 甲 基 孕 -1,4- 二 烯 -3,20- 二 酮 (JV) 是 生产 OM GARE 
的 关键 前 体 ， 以 9B,11p-36 &-170,21-— 3€ X -16p- P 3 25 -4-)5-3,20- — 88-21-88 BR ER CIO 为 
IRAE IV EDIE 7 IV ACR HK. i8 33 CEA RA A KS im IL REIR IG 
法 ， 发 现 分 枝 杆 菌 全 细胞 只 能 将 I 转化 9p,118-265.-17a,21-— X8 X -16p- P Ah F-4- Hi -3,20-— 
B] C), m2 28 iR TAA BH LAN, HAM pU) 29 RAI ARKEA I8] 4 
II. WE Cio 46 2% (KSTD) 的 催化 作用 下 发 生 Cio E56 8,8 P AX wm. 72 3E— 
提高 产物 内 的 转化 率 ， 利 用 基因 工程 手段 在 分 枝 杆菌 中 分 别 过 表达 编码 区 STD 的 关键 基因 : 
kstD. kstD3 和 AtIDM， 提 高 脱 气 反应 效率 ， 结 果 表 明 1 g/L RI E pH7.0 的 重组 菌株 
MS136-kstDw 细胞 裂解 液 中 反应 45h， 了 的 转化 率 为 78.4%， 比 出 发 菌株 提高 了 38.9%; 并 
优化 缓冲 液 pH， 提 高 反应 速率 ， 结 果 表 明 1 g/L 底 物 I 在 pH7.5 的 重组 菌株 MS136-KkstDw 
细胞 裂解 液 中 反应 45 h， 世 的 转化 率 为 92.8 %， 比 出 发 菌株 提高 了 63.4 %。 

关键 词 98,118- 5,-17o0,21-— X€ X -16p- P 3X 2--1,4- —35-3,20- — 88. 分 枝 杆 菌 细胞 裂解 液 C12 
位 脱 气 酶 
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Abstract 98, 11B-Epoxypregn-4-ene-17a, 21-diol-3, 20-dione 21-acetate ( I ) is a substrate for 
the production of 9B, 11B-Epoxypregn-1, 4-diene-17a, 21-diol-3, 20-dione (IV), which is a key 
precursor for the production of many 9-fluoro-substituted corticosteroid hormones. By comparing 
whole cells catalysis and cellular lysates conversion, it was found that whole cells of 
Mycobacterium sp. MS136 could only convert I to 9p, 11B-Epoxypregn-4-ene-170, 21-diol-3, 
20-dione (II), and I can be effectively converted to IV by cellular lysates. The reaction order is 
that I is spontaneously hydrolyzed to II and II undergoes Ci, »-dehydrogenation reaction to 
IV.In order to improve the productivity of IV, the key genes kstD, kstD3 and kstDw encoding Ci, 
2-dehydrogenase (KSTD)were overexpressed in Mycobacterium sp. MS136 to enhance the Ci, 
2-dehydrogenation reaction rate, and the results showed that 1 g/L substrate I can be converted 
by recombinant strain MS136-kstDwcellular lysates at pH 7.0, the productivity of IV reached 
78.4% after 45 h, which is 38.9% higher than original strain. The reaction rate is enhanced by 
optimizing the pH, and the results showed that 1 g/L substrate (I )can be converted by 
recombinant strain MS136-kstDmcellular lysates at pH 7.5, the productivity of IVreached92.894 
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after 45 h, which was 63.4% higher than original strain. 
Key words 9B,11B-Epoxypregn-1,4-diene-17a,2 1-diol-3,20-dionecellular lysates of 
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^E f 55 EP MVE ACE KAREE CHE Zo RO 的 提取 与 制备 。 微 生物 


法 制备 当 药 前 体 的 工艺 因 其 环境 污染 小 ， 反 应 步骤 少 、 产 品 损失 低 、 收 率 高 等 突 


BRALI, 广泛 应 用 于 工业 生产 外。 近年 来 ， 通 过 微生物 的 生物 转化 对 省 体 化 合 


物 进 行 脱 氧 、 氧 化 、 羟 化 及 侧 链 切割 等 反应 而 获得 多 种 药物 中 间 体 52。 如 图 1 


所 示 ，W 是 用 于 生产 9- 氟 当 体 激素 〈 如 地 塞 米 松 ， 倍 他 米松 ， 曲 安西 龙 等 ) 的 关 


BEAU Rs 0-111, 以 I 为 底 物 生产 人 V 的 生物 转化 过 程 包括 水 解 反 应 和 C12 位 脱氧 反应 ， 


根据 反应 顺序 不 同 可 区 分 为 TI、I、IV 和 III(C9B,118- 环 氧 -17w21- 二 羟基 -16B- 


甲 基 孕 -1,4- 二 烯 -3,20- 二 酮 -21- 醋 酸 酯 )、 区 两 种 可 能 的 反应 机 制 。 但 是 关于 9(11) 


- 环 氧 当 体 生 物 转化 的 研究 还 未 见报 道 ， 反 应 机 制 也 没有 完全 盖 明 。 


分 枝 杆菌 (Mycobacterium sp.) 是 重要 的 工业 菌株 ， 能 够 利用 当 体 作为 唯一 


的 碳 源 ， 将 其 开 环 降解 为 自身 提供 能 量 号 鸭 。 分 梳 杆 菌 可 以 表达 KSTD, Wei 等 
0519 为 使 植物 省 醇 降解 后 的 中 间 体 9-OHAD (9o- 羟 基 雄 省 -4- 烯 -3,17- 二 酮 ) 大 量 


积累 且 稳 定 存在 ， 敲 除了 编码 KSTD 的 关键 基因 : kstD1.. kstD2. kstD3 和 AiDM; 


Zhang 等 上 为 积累 ADD( 雄 当 -1,4- 二 烯 -3,17- 二 酮 )， 从 Mycobacterium neoaurum 


JC-12 获得 编码 KSTD 的 ksdd 基因 并 在 Bacillus subtilis 168 中 表达 。 目 前 ， 对 于 


当 体 化 合 物 的 生物 转化 大 多 都 基于 基因 工程 改造 的 微生物 或 分 离 纯 化 的 酶 催化 


19。 这 些 方法 可 以 使 委 体 化 合 物 的 转化 率 有 一 定 的 提高 , 但 当 体 底 物 溶解 度 差 [91、 


微生物 发 酵 过 程 染 邯 上 的 以 及 分 离 纯化 酶 的 高 成 本 都 是 制约 其 工业 应 用 的 关键 问 
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本 实验 以 Mycobacterium sp. MS136 为 出 发 菌株 ， 首 次 提出 用 分 枝 杆 菌 细 胞 
裂解 液 生 产 省 药 前 体 ,， 并 阐明 了 底 物 工 转化 为 产物 术 的 反应 机 理 。 通 过 在 分 枝 杆 
中 分 别 过 表达 kstD, kstD3 和 必 stDM 基 因 提 高 KSTD 的 活性 , 并 优化 缓冲 液 pH, 


从 而 提高 当 药 前 体 到 的 转化 率 ， 为 将 来 的 工业 化 生产 提供 理论 依据 。 


Hydrolysi 
ydrolysis |. 


0 
CH,OAc aa 
| [OH 


1 1 转化 为 V 的 反应 机 制 


Fig. 1 The reaction mechanism of I to IV 


1 材料 与 方法 
11 材料 


1.1.1 菌 株 、 质 粒 和 培养 基 


本 文 涉 及 的 所 有 质粒 和 菌株 信息 详 见 表 1。 质粒 pMV261 购 自 Biosci 公 司 ， 基 
AlkstD, kstD3#llkstDm H Genewiz/s n] FX. 


分 校 杆菌 液体 培养 基 :; 甘油 10 gL、 酵 母 提取 物 10 g/L. WEAR AL —FK1.5 g/L. 


磷酸 氨 二 钾 0.5 g/L. WEE? — 0.5 gL、 叶 温 80 2.5 gL、 无 水 硫酸 镁 10 g/L. Ti 


酸 亚 铁 0.5 gL、 硫酸 锌 0.2 gL，pH 7.2-7.3; 固体 培养 基 添 加 15 g/L 琼脂 粉 。 
表 1 实验 中 涉及 的 菌株 和 质粒 
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作 期 刊 


Table 1 Strains and plasmids used in this research 


Strain or plasmid Relevant genotype and description Reference or source 
Strains 

Mycobacterium sp. MS136 Mycobacterium sp. CGMCC 13532 This work 

E.coli BL21(DE3) used to express foreign protein This work 
Plasmids 

pUCS7-kstD Amp" , carries kstD This work 

pUC57- kstD3 Amp' , carries kstD3 This work 
pUCS7-kstDu Amp", carries kstDu This work 


pMV261 


pMV261-kstD 


pMV261-kstD3 


pMV261-kstDu 


pET-28a 


pET-kstD 


pET-kstD3 


pET-kstDm 


Kan’, Shuttle vector of mycobacterium and E. coli, carrying — Telentiet al. (1997) 


the heat shock hsp60 promoter 


Kan’, carries kstD This work 
Kan’, carries kstD3 This work 
Kan’, carries kstDu This work 
Kan‘ , E. coli expression vector Novagen 

Kan’, carries kstD This work 
Kan’, carries kstD3 This work 
Kan’, carries kstDw This work 


1. 1. 2 试剂 及 仪器 


E 


T4 DNA 


ER BR Hl] A$ BamHI Fil Mind IVY E Fermentas F]; Gibson 组 装 预 


昆 液 购 于 NEB 公 司 ， 质 粒 小 提 试 剂 盒 、 普 通 DNA 产 物 纯化 试剂 盒 、 琼 脂 糖 凝 胶 


DNA 回 收 试剂 盒 购 自 天 根 公 司 ， 工 、 工 和 也 均 购 自 上 海 博 顿 生 物化 工 有 限 公司 


氧化 可 的 松 、PMS【〔 吟 嗪 硫酸 甲 酯 〉 购 于 Solarbio 公 司 。 所 用 仪器 : 超声 破碎 仪 


(SCIENTZ)、 高 效 液 相 色 谱 仪 《Waters)、 电 转 仪 (Ependorf). 


1.1.3 引物 用 于 PCR 的 引物 见 表 2。 


表 2 PCR 引物 序列 


Table 2 Primers used for amplification 


Primers Sequences (5’-3’) 

kstD-F CCCGATCCGGAGGAATCACGGATCCATGACCACCGAAACCGCTGG 
kstD-R AACTACGTCGACATCGATAAGCTTTTAAGACGGCTGAGCAGATTC 
kstD3-F CCCGATCCGGAGGAATCACGGATCCATGTCTGACTCTGACCTGGAATTC 
kstD3-R TAACTACGTCGACATCGATAAGCTTTTATTCAGCAGAAGACTGGGTAGC 
kstDM-F CCCGATCCGGAGGAATCACGGATCCATGTTCTACATGACCGCTCAGG 
kstDM-R TAACTACGTCGACATCGATAAGCTTTTAAGCTTTACCAGCCAGGTGC 
pMV261-F CAGCGAGGACAACTTGAGCCGT 


pMV261-R ACATCAGAGATTTTGAGACACA 


T7 ACATCCACTTTGCCTTTCTC 
T7ter TGCTAGTTATTGCTCAGCGG 
1.2 方 法 


1.2.1 全 细胞 转化 底 物 I 


培养 Mycobacterium sp. MS136 的 方法 如 下 : Mycobacterium sp. MS136 细 


胞 接种 于 5 ml 液体 培养 基 中 ，30 过 夜 培养 。 转 接 到 男 一 次 有 50 ml 液体 培养 


基 的 250 ml 锥 形 瓶 中 ，30 °C. 200 r/min 培养 5h〈(ODeoo 达 到 0.5-0.6)， 添 加 终 
浓度 为 0.1 g/L 的 诱导 剂 氢化 可 的 松 ，30 °C 200 r/min 培养 24 h。10000 rpm 离心 
5 min 收集 菌 体 ， 用 pH 7.0 的 0.2M 磷酸 盐 缓冲 液 (PBS ) 洗涤 两 次 后 重 悬 菌 体 
至 ODeo 达 到 2.0。 取 50 ml 细胞 悬浮 液 转 入 250ml HEA, DA 1 g/L 工 、2.5 
mM PMS 和 7 % 乙 醇 ，30 °C. 200 r/min 反应 。 


1.2.2 细胞 裂解 液 转化 底 物 I 


取 40 mlMycobacterium sp. MS136 细胞 巷 浮 液 进 行 超声 破碎 ， 超 声 功率 500 


W， 破 碎 时 间 5 s， 间 区 时 间 $s， 总 共 需 要 20 min， 全 程 冰 上 操作 。 如 果 破 雁 后 


的 细胞 出 现 混 浊 现 象 , 应 重复 超声 操作 。 将 破碎 后 的 细胞 裂解 液 转 入 250m 锥 形 


瓶 中 ， 加 入 1gLI、2.5 mM PMS 和 7 % 乙 醇 ，30 °C. 200 r/min 反应 。 


1.2.3 KSTD & X8 JF 7| 

利用 DNAman 软件 对 已 获 的 Cl fiz Jb A NS aC d B FF PU S Sm AY CRT PSI 
Mycobacterium neoaurum ATCC 25795 (kstD Genbank ID: GQ476982., kstD3 
Genbank ID: KF772210) 和 新 金 分 枝 杆 菌 Mycobacterium neoaurum NwIB-01 


( kstDm Genbank ID: GQ228843) 与 耻 垢 分 枝 杆 菌 Mycobacterium smegmatis 


(MSMEG5941) 的 Cio 位 脱氧 酶 氨基 酸 序列 进行 多 序列 对 比分 析 。 


S 


1.2.4 重组 质粒 的 构建 


如 图 2 所 示 ， 以 pMV261-kstD 的 构建 为 例 ， 以 合成 的 质粒 pUC57-kstD 为 模 


板 ， 按 照 表 2 的 引物 扩 增 各 目的 基因 片段 并 纯化 回收 。 所 得 PCR 产物 kstD 基因 


片段 分 别 与 线性 化 的 pMV261 载体 (HindIII 和 BamHI 限制 性 酶 切 ) 通过 Gibson 


assembly 无 缝 连接 法 组 装 在 一 起 ， 从 而 构建 重组 质粒 pMV261-kstD, 使 基因 片段 


置 于 hsp60 启动 子 的 控制 下 。 重 组 质粒 pMV261-kstD3 和 pMV261-KkstDw 的 构建 


方法 相同 。 
将 质粒 pET-28a 及 上 述 PCR 产物 kstD , kstD3 和 kstDw 基因 分 别 进行 Hindi 


和 BamHI 双 酶 切 ， 胶 回收 相应 基因 片段 和 同时 双 酶 切 的 pET28a 质粒 ， 按 照 比 


例 连 接 获得 重组 质粒 pET-kstD, pET-kstD3 和 pET-kstDmo 


Hindlll lc us 
BamHl —7 
a 


BamHI Hindi 


kstD Hi 
十 
H manl | 


kstD 
BamHI — 
pMV261-kstD 
rbs 5.6kb 
phsp60 
oriM 


2 重组 质粒 pMV261-kstD 的 构建 
Fig. 2 The construction of the recombinant plasmidpMV261-kstD 


1.2kb 


1.2.5 重组 质粒 的 转化 


将 菌 体 用 无 菌 水 洗 2 次 ，5000 r/min 离心 ， 最 终 重 悬 于 无 菌 水 中 。 利 用 电 转 


化 法 2 将 重组 质粒 pMV261-kstD, pMV261-kstD3 和 pMV261-KstDw 导入 宿主 菌 


株 Mycobacterium sp. MS136， 电 转化 条 件 : 电压 1.8 kV， 电 击 杯 孔 径 Imm, Fb 


击 两 次 ， 确 认 电 击 频率 (4-Sms) 范围 ， 电 击 处 理 后 的 感受 态 于 冰 上 放置 5 min, 


利用 终 浓 度 为 50 pg/ml FIER DEFINERT - 


将 上 述 获 得 的 重组 质粒 pET-kstD, pET-kstD3 和 pET-kstDm 转化 至 新 鲜 制备 


的 表达 宿主 BL21(DE3) 感 受 态 细胞 中 ， 并 将 其 涂 布 于 含有 50 pg/ml FEAP 


性 平板 ，37 'C Tec I BHT FE o 


12.6 ”样品 的 提取 、 检 测 与 定量 


反应 液 混 义 后 ， 迅 速 吸 取 适 量 ， 用 稀释 剂 〈 乙 膊 : 水 二 5 : 5) 稀释 10 倍 后 


经 0.25um 滤 膜 过 滤 , 取 滤 液 上 紫外 液 相 检测 。 色 谱 条 件 : 色 谱 柱 :BDS HYPERSIL 
C18 色谱 柱 (150 mmx4.6mm, Sum); 检测 器 : Waters 2489 UV/Vis; 3: Waters 


e2695; 流动 相 : 乙 且 水 =3 :7; 柱 温 : 40 °C; 检测 波长 为 240 nm; 流速 1.2 ml/min. 


定量 方法 : 使 用 相同 的 色谱 条 件 测定 卫 和 人 标准 品 的 标准 溶液 ， 绘 制 浓度 - 峰 面 


积 标准 曲线 , 对 开 和 到 定量 。 用 生成 产物 的 摩尔 数 除 以 底 物 的 摩尔 数 即 可 得 生成 


物 的 转化 率 。 
2 结果 与 讨论 
2.1 比较 全 细胞 转化 法 与 细胞 裂解 液 转化 法 

分 别 用 Mycobacterium sp. MS136 全 细胞 和 细胞 裂解 液 转 化 底 物 T. 6 3 中 ， 
利用 分 枝 杆菌 MS136 全 细胞 转化 1 g/L IJ I RM 45 h, JI I 只 残余 5 % 的 量 ， 
对 产物 开 的 转化 率 为 60.3 %, 反应 体系 中 检测 不 到 产物 到 的 积累 ; 表明 分 校 杆菌 


MS136 菌株 有 可 能 将 底 物 I 工 水 解 后 进一步 代谢 ， 导 致 产物 无 法 积累 。 而 细胞 
裂解 液 转化 1 g/L JA I NL 45h, KH 工 残余 量 为 20 %， 反 应 体系 中 产物 区 转 
化 率 为 56.8 %。 由 图 3 可 知 ，1 g/L 底 物 W 在 细胞 裂解 液 中 反应 45 h 后 ，IV 剩 余 
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0.92 gL， 说 明 以 人 V 为 底 物 时 ， 细 胞 裂解 液 不 能 将 其 进一步 降解 。 
表 3 全 细胞 与 细胞 裂解 液 以 | 为 底 物 的 转化 情况 


Table 3 Conversion result of I by whole cell and cellular lysates 


转化 45h 全 细胞 转化 法 细胞 裂解 液 转化 法 
I (g/L) 0.052 0.204 
II (g/L) 0.519 0.054 
III (g/L) NT NT 
VV (g/L) NT 0.485 


NT: not tested 


1.0 
0.8 
d 0.6 
0.4 
0.2 


0.0 
0 10 20 30 40 £50 


Time (h) 


IV (g 


3 分 梳 杆 菌 细 胞 有 裂解 液 转 化 V 的 产物 生成 曲线 


Fig. 3 Time courses of the conversion IV by cellular lysates of Mycobacterium sp. MS136 


2.2 研究 分 枝 杆 菌 细胞 裂解 液 转 化 底 物 | 的 反应 机 制 
1 g/L J&9 IÆ pH 7.0 的 分 枝 杆菌 细胞 裂解 液 中 反应 , 分 别 在 2h, Sh, 10h, 


21h, 33h. 45h 411 76 h 取样 ， 检 测 产物 的 生成 情况 。 如 图 4 所 示 ， 产 物 国 随时 


间 不 断 增 加 ，45 hNV 的 转化 率 达 到 最 高 值 56.8 %， 而 开 的 转化 率 始终 较 低 。 在 产 


物 中 始终 未 检测 到 IE, 说 明 分 校 杆菌 细胞 裂解 液 转化 I 的 反应 顺序 是 I、 了 I、NV。 


100 
-e |l 
80 = |V 


转化 率 % 


0 20 40 60 80 
Time (h) 


4 分 枝 杆菌 细胞 裂解 液 转化 | 的 产物 生成 曲线 
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Fig. 4 Time courses of the conversion I to II and IV by cellular lysates of Mycobacterium sp. MS136 


1 g/L IRH I Æ pH 7.0 的 PBS 中 反应 ， 只 有 产物 开 的 生成 ， 45$h 后 ， 开 的 转 


化 率 为 6.7 % 【如 图 $)。 说 明 I RÆ C-21 脱 乙酰 化 反应 即 水 解 反 应 是 自发 进行 


的 ， 而 Cuz 脱 氢 反 应 是 酶 催化 反应 。 
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5 磷酸 盐 缓冲 液 转 化 | 的 产物 生成 曲线 
Fig. 5 Time course of the conversion I to II by PBS 


AT CFTE Bel A 2S ELD A LA TI A eR sd 47 HIPS. WI 6 Biz, 45 hIV 


的 转化 率 几 乎 相同 〈 分 别 是 56.8 % 和 57.3 %)。 以 上 数据 说 明 在 分 枝 杆菌 细胞 裂 


解 液 转化 工 的 反应 中 : D 反应 顺序 为 工 自发 水 解 形成 工 ， 开 经 KSTD EXN; 


2) 从 开 到 玉 的 Cu 脱氧 酶 俱 化 反应 是 关键 步骤 。 
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6 分 枝 杆 菌 细胞 裂解 液 转化 | 和 1 的 产物 生成 曲线 
Fig. 6 Time courses of the conversion I and II to IV by cellular lysates of Mycobacterium sp. MS136 
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2.3 KSTD 氨基 酸 序 列 分 析 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


己 获 的 KSTD 氨基 酸 序 列 与 耻 垢 分 枝 杆菌 Mycobacterium smegmatis 的 Ci» 


位 脱氧 酶 氨基 酸 序列 比 对 分 析 结 果 如 图 7 «tas, MSMEG5941 和 kstDw Bf] ex AERA 


序列 同 源 性 最 高 , 为 88 %; 与 kstD3 和 kstD 的 同 源 性 较 低 , 分 别 为 36 % 和 12 %。 


kstD3 和 kstDm HJ E R IRER BERAAM A (Flavin Adenine Dinucleotide 


binding, 简称 FAD-binding) 与 Van 等 2 推测 的 KSTD 的 FAD-binding 序列 一 致 ， 


Bl GSG(G/A)(G/A)(G/A)X17E.. ARH KSTD 氨基 酸 序 列 比 对 分 析 结 果 , 相 比 于 kstD 


和 kstD3，kstDm 和 MSMEG5941 的 氨基 酸 序 列 同 源 性 最 高 ， 可 能 其 


i 


hii 


最 


o 


kstD.txt MITETAGIREIDTGDLPDRYARGWHCLGPVEKDYHBGEKFP 
ESEDOG/EXE — —  aéwRR RASEN 9317992 Xs MSDSDLE IV 
kstDm.txb  .— ) 3 à uie kinna wa mm MFYMTAQDYSVEBVV 
MSMEGSSATIN.LXU — vows muon mcm wo i8 c MIGQEY... 
Consensus d 


kstD.txt [MLVVEEDSEGELEKVL CRH NLAQGSIHED 
kstD3.txt el AGA YIP ARENLSVLL TDL TISFSGGGEM 
kstDm.txt 一 RALTRARQGLSTVV PH STARS .G 


MSMEGS941.txt AALTWARQGLSTVV PH STARS .GGev 
Consensus a ag g 


7 KSTD 氨基 酸 序列 分 析 
Fig. 7 Amino acid sequence alignments of KSTD 


2.4 重组 质粒 的 构建 与 验证 


脱氧 酶 活性 


40 
14 
18 
12 


80 
53 
57 
51 


A BUOFT FS P kstD. kstD3 和 kstDm 的 基因 长 度 分 别 为 1200bp、1560bp 和 1713bp， 


以 合成 的 质粒 为 模板 进行 扩 增 PCR， 产 物 经 1% 琼脂 糖 电 沪 检测， 在 2000bp 以 


下 可 见 三 条 明显 的 特异 性 条 带 《〈 图 8)， 与 目的 片段 的 大 小 位 置 相符 。 将 目的 基 


因 连 接 到 载体 pMV261 E, A E.coli DHSo 中 ， 提 取 重 组 质粒 pMV261-kstD, 
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pMV261-kstD3 和 pPMV261-kstDM， 采 用 质粒 测序 引物 pMV261-F 和 pMV261-R 


进行 PCR 验证 和 测序 验证 ， 结 果 表 明 各 重组 质粒 构建 成 功 。 通 过 测序 引物 T7 


和 T7ter 对 重组 质粒 pET-kstD, pET-kstD3 和 pET-kstDm 进行 PCR 验证 和 测序 验 


证 ， 结 果 表 明 各 重组 质粒 构建 成 功 。 


bp M 1 2 3 


2000 
1000 


8 kstD. kstD3 和 kstDw BS] PCR 产物 
Fig. 8 PCR productions of kstD、 kstD3 and kstD™ 


2.5 分 枝 杆菌 重组 菌株 的 转化 
对 分 枝 杆 菌 重组 菌株 MS136-kstD, MS136-kstD3, MS136-KkstDw 细胞 裂解 液 


的 转化 特性 进行 研究 , 考察 其 对 工 的 转化 效率 , 用 HPLC 法 检测 产物 到 的 生成 情 


况 ， 同 时 以 导入 pMV261 空白 载体 的 出 发 菌株 细胞 裂解 液 作对 照 。 如 图 9 所 示 ， 
1 g/L 底 物 I 在 pH 7.0 的 分 枝 杆菌 细 胞 裂解 液 中 反应 45 h 后 ， 重 组 菌株 
MS136-kstD, MS136-kstD3 和 MS136-kstDmIV 的 转化 率 分 别 为 60.6 %，69.5 % 和 
78.4 %， 出 发 菌株 区 的 转化 率 为 56.8 %， 最 多 提高 了 38.9 %。 以 上 数据 表明 过 表 
iA kstD 基因 (特别 是 kstDw) 后 ，KSTD 的 活力 明显 提高 ， 加 速 脱 氨 反 应 ， 导 致 


IV 大 量 积累 。 


工 工 


100 


80 
x 60 
> 40 
m 
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0 
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9 出 发 菌 与 重组 菌 的 转化 率 比较 图 
Fig. 9 Time courses of the conversion I to IV by cellular lysates of Mycobacterium sp. MS136 


2.6 不 同 pH 的 缓冲 液 对 产物 V 转化 率 的 影响 


缓冲 液 的 pH 不 同 会 影响 底 物 I 的 转化 。 本 实验 对 比 了 重组 菌株 


MS136-kstDm 细 胞 裂解 液 pH 值 分别 为 6，6.5，7，7.5，8 时 六 的 转化 率 ， 反 应 条 


件 为 底 物 投料 量 1 g/L 反应 45 h。 由 图 10 可 知 ，pH 7.5 最 佳 ， 此 时 人 的 转化 率 


达到 92.8 %， 其 原因 可 能 是 碱 性 条 件 加 速水 解 反 应 ， 使 1 更 易 水 解 为 I ， 再 由 


KSTD 酶 催化 为 IJV ;也 可 能 是 pH 7.5 时 KSTD 酶 活 更 高 ， 而 pH 8 的 裂解 液 降低 


了 KSTD 酶 活 ， 导 致 入 的 转化 率 有 所 下 降 。 


100 
80 


转化 率 % 
è 


10 pH IIH N 转化 率 的 影响 
Fig. 10 The effect of pH on conversion rate of IV 


2.7 大 肠 杆 菌 重 组 菌株 的 转化 


对 大 肠 杆菌 重组 菌株 BL21(DE3)-kstD, BL21(DE3)-kstD3, BL21(DE3)-kstDm 
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细胞 裂解 液 的 转化 特性 进行 研究 , 考察 其 对 工 的 转化 效率 , 用 HPLC 法 检测 产物 


区 的 生成 情况 。 如 图 11 所 示 , 1 gL 底 物 工 在 PH 7.5 的 大 肠 杆 菌 细胞 裂解 液 中 反 


应 45h 后 ， 重 组 菌株 BL21(DE3)-kstD, BL21(DE3)-kstD3, BL21(DE3)-kstDmMIV 


的 转化 率 分 别 为 48.7 %, 71.6 % 和 79.5 %。 相 比 于 分 枝 杆菌 重组 菌株 MS136-kstDm 


(92.8 962, BL21(DE3)-kstDwIV 的 转化 率 较 低 ， 其 原因 可 能 是 分 枝 丁 菌 


Mycobacterium sp. MS136 上 自身 含有 编码 Cio 位 脱氧 酶 的 基因 , 且 能 翻译 出 有 活性 


HRAN, mA E BL21(DE3) 不 能 。 


转化 率 % 


11 大 上 肠 杆菌 重组 菌 的 转化 率 比较 图 
Fig. 11 Time courses of the conversion I to IV by cellular lysates of E.coli BL21(DE3) 


3 结论 


产物 凡是 用 于 生产 9- 气 锚 体 激素 (如 地 塞 米 松 , 倍 他 米松 ， 曲 安西 龙 等 ) 的 


关键 前 体 0010。 本 实验 以 Mycobacterium sp. MS136 为 出 发 菌株 ， 通 过 细胞 裂解 


WER I EFN, FFP YS 工 转化 为 区 的 反应 机 理 , 即 工 先 自发 水 解 为 中 间 体 工 ， 


I KSTD 催化 发 生 Cio 位 脱氧 反应 转化 为 产物 IV。 为 提高 产物 IV 的 转化 率 , 在 
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4 


分 枝 杆 菌 中 分 别 过 表达 编码 KSTD 的 关键 基因 : kstD. kstD3 和 kstDm, 并 优化 


缓冲 液 pH， 结 果 表 明 1 g/L 底 物 I 在 pH7.5 的 重组 菌株 MS136-kstDm 细胞 裂解 
液 中 反应 45 hp， 产 物 人 的 转化 率 为 92.8 %， 比 优化 前 提高 了 63.4 %。 本 研究 首 
次 提出 用 分 梳 杆 戎 细胞 裂解 液 生产 当 药 前 体 , 为 省 体 激素 类 药物 的 定 癌 转化 和 工 


业 化 生产 提供 了 理论 依据 。 
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